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摘 要 
Cry 毒素是苏云金芽胞杆菌（Bt）产生的 δ 内毒素之一，其特征是对多种
农业害虫均具有杀虫毒性，被广泛应用于微生物农药及转基因植物中。 
本研究以福建省农科院分离保存的高毒力 Bt 菌株 FJAT-12 为模板，克隆得
到一个新的 cry2Ab 基因，多序列比对结果显示该 cry2Ab 基因有 2 个保守性位
点发生突变，为第四类新基因，并被命名为 cry2Ab30。构建 pET30a-cry2Ab30 原
核表达载体，表达 Cry2Ab30 蛋白并利用Western Blot 进行验证；分别从诱导剂
IPTG浓度、转数和温度三个方面对原核表达条件进行优化，我们发现 Cry2Ab30 
最佳的表达条件为：诱导剂 IPTG 浓度 0.2 mmol/L、转数 160 rpm、温度 16℃。
利用 NTA-Ni 亲和层析柱纯化 Cry2Ab30 蛋白并进行杀虫实验，结果表明
Cry2Ab30 对二龄小菜蛾的 LC50 为 0.0103 μg/mL，为高毒力 Cry2Ab 蛋白。 
利用配体印迹找到 5 个小菜蛾中肠蛋白条带能与 Cry2Ab30 蛋白结合并通
过 MALDI-TOF MS 进行鉴定，总共鉴定得到 8 个小菜蛾中肠蛋白。选取小菜
蛾氨肽酶（PxAPN）为靶标蛋白，通过显微注射 Px-siRNA 下调 PxAPN 基因的
表达，研究 PxAPN 在 Cry2Ab30 杀虫过程中的作用。我们发现相对注射缓冲液
的小菜蛾，注射 Px-siRNA1 和 Px-siRNA2 的小菜蛾 PxAPN 分别下调了 70.3%
和 90.6%；表明 PxAPN 基因已经被下调，利用 Cry2Ab30 进行杀虫实验，实验
结果表明 Cry2Ab30 对注射缓冲液的小菜蛾的致死率为 86.67%，而注射
Px-siRNA1 和 Px-siRNA2 的小菜蛾致死率均为 23.33%，表明 PxAPN 基因的下
调导致小菜蛾对 Cry2Ab30 产生了抗性；进一步提取 PxAPN 基因下调和正常表
达的小菜蛾中肠，分别检测这两种中肠结合 Cry2Ab30 蛋白的含量，我们发现
PxAPN 基因下调的小菜蛾中肠结合 Cry2Ab30 的量远远少于 PxAPN 基因正常
表达的小菜蛾中肠。基于以上实验，我们得出结论：PxAPN 是 Cry2Ab30 在小
菜蛾中肠的功能性受体，PxAPN 基因的下调导致 Cry2Ab30 可以结合的受体变
少，Cry2Ab30 在中肠的穿孔能力减弱，最终表现杀虫毒力的下降。进一步对
Cry2Ab30 和 PxAPN 进行同源建模，利用 Procheck，Errat 和 Verify 3D 软件评
价模型质量；利用 Cluspro 和 Zdock 蛋白质软件模拟 Cry2Ab30 和 PxAPN 的分
子对接，PDBePISA 在线网站分析 Cry2Ab30 和 PxAPN 的相互作用残基，结果
表明 Cry2Ab30 通过 DomianII 和 PxAPN 发生相互作用。  
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为了更好研究 Cry2Ab30 和氨肽酶的相互作用机制，我们克隆表达了小菜蛾
的氨肽酶基因并进行生物信息学分析，结果显示该氨肽酶基因全长 2853 bp，编
码 950 个氨基酸，预测蛋白分子量为 107.3871 kDa，等电点为 5.24，进化树分
析显示，克隆得到的氨肽酶基因属于氨肽酶家族 5，将其命名为 PxAPN5 
（GenBank 登录号：KM034756）。PxAPN5 蛋白具有鳞翅目昆虫氨肽酶蛋白的
保守性特征，含有N-糖基化位点、O-糖基化位点和GPI 锚定位点，具有“HEXXH”
锌蛋白酶结构域和 C 端跨膜区域。构建 pET30a-PxAPN5 原核表达载体并表达
PxAPN5 蛋白，表达产物经 SDS-PAGE 电泳，在 110 kDa 附近出现特异性条带；
酶活性测试显示菌体破碎上清液具有氨肽酶活性，比活力为 1047.2 U/g。配体印
迹结果显示原核表达的 PxAPN5 能与 Cry2Ab30 蛋白特异性结合。 
本研究克隆表达了一个高毒力的 Cry2Ab30 蛋白，并从受体的角度研究了
Cry2Ab30 对小菜蛾的杀虫机制，为进一步研究 Cry2Ab 的杀虫模型及对 Cry2Ab 
蛋白进行改造改造提供了理论基础。 
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